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Campo deirinvenzione 

Uinvenzione concerne un metodo per promuovere il differenziamento di 
neuroni. Piu in particolare Tinvenzione riguarda un metodo che utilizza 
cellule staminali embrionali in cui Pattivita del gene cripto sia assente 
e/o inibita per indurre cellule staminali a differenziare in neuroni. 
La famiglia di proteine EGF-CFC (comprendente Cripto, sia umana che 
di topo, che di polio, cryptic, oep, FRL-1, (Minchiotti et al., 2001) e 
coinvolta nello sviluppo embrionale dei vertebrati (Ding et al., 1998; Xu 
et al., 1999). Cripto rappresenta un marcatore molecolare di cellule 
staminali embrionali indifferenziate sia murine (Minchiotti et al., 2000) 
che umane (Brivanlou et al., 2003). Gli autori della presente invenzione 
hanno investigato il ruolo della proteina Cripto nella cardiomiogenesi e 
nella neurogenesi, e hanno trovato che Pinizio dell'esposizione a Cripto 
e cruciale per indurre il differenziamento di cellule embrionali staminali 
(ES) in cardiomiociti ed inibire il differenziamento neurale. L'invenzione 
trova una vantaggiosa applicazione come metodo per il trattamento di 
cellule staminali da usare in trapianti nei casi di malattie 
neurodegenerative come ad esempio il morbo di Parkinson, la malattia 
di Alzheimer, etc. 
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Le cellule ES rappresentano una sorgente pressoche illimitata di cellule 
da potere utilizzare per la terapla cellulare nella cura di malattie 
degenerative (Hynes and Rosenthal, 2000; Liu et al., 2000; Min et al., 
2002; Svendsen and Smith, 1999). E' noto, infatti che le cellule ES sono 
in grado di proliferare ed, inoltre, di differenziare in tutti i tipi cellulari 
presenti in un organismo. Recentemente, e stato indicato che le cellule 
ES sono ottimi candidati per la terapia cellulare di malattie 
neurodegenerative, essendo capaci di dare origine agli appropriati tipi 
cellulari allorche innestate in vivo (Arenas, 2002). In questo scenario, 
diventa cruciale sviluppare metodi sperimentali atti a promuovere il 
differenziamento cellulare a partire da cellule ES indifferenziate ed, 
infine, dimostrare che tali cellule siano effettivamente in grado di 
svolgere la funzione richiesta per il trattamento della malattia. 
Studi precedent"! avevano dimostrato che il trattamento di cellule ES 
wild-type con acido retinoico era in grado di promuoveme il 
differenziamento neurale (Bain et al., 1995). II limite di questo protocollo 
sperimentale e legato agli effetti collaterali del trattamento con I'acido 
retinoico; questo e infatti un potente agente teratogeno, e determina 
alterazioni dello sviluppo del sistema nervoso durante Tembriogenesi in 
vivo (Soprano and Soprano, 1995; Sucov and Evans, 1995), Pertanto, e 
di cruciale importanza definire protocolli sperimentali alternativi che 
evitino il trattamento delle cellule ES con acido retinoico alio scopo di 
ottenere neuroni. Una strategia alternativa vantaggiosa per direzionare 
il differenziamento cellulare, prevede I'introduzione di geni di controllo 
dello sviluppo in cellule staminali, sebbene vi siano divers! effetti 
indesiderati, dovuti alia varianza clonale, alia dipendenza dal promotore 
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ed alia capacita di alcune cellule staminali di reprlmere I'espressione di 
transgenl espressi ectopicamente (Boheler et al., 2002). Per superare 
questo problema, e necessario identificare molecole secrete in grado di 
indurre e/o inibire il differenziamento delle cellule staminali verso la 

■ 

linea cellulare prescelta. 

Forma pertanto oggetto della presente invenzione un metodo per 
indurre cellule staminali a differenziare in cellule neuronali che 
comprende I'esposizione di dette cellule per un tempo e in quantita 
efficaci ad un inibitore della proteina Cripto o alternativamente 
I'ingegnerizzazione di dette cellule in maniera tale che non esprimano 
una proteina Cripto endogena funzionale. 

Preferibilmente I'esposizione ad un inibitore della proteina Cripto 
awiene nelle fasi precoci del differenziamento delle cellule staminali. 
Preferibilmente I'inibitore della proteina e un anticorpo anti-Cripto o suoi 
frammenti funzionali. 

E' oggetto della presente invenzione I'uso della proteina cripto o di suoi 
inibitori per la preparazione di una composizione in grado di modulare il 
differenziamento di cellule staminali verso la linea neuronale. 
La presente invenzione verra ora descritta in suoi esempi non limitativi 
in riferimento alle seguenti figure: 

Figura 1. Rappresentazione schematica del protocollo sperimentale 
utilizzato per il differenziamento di cellule ES in cardiomiociti (adattato 
da (Maltsev et al., 1993). 

Figura 2. Dinamica del segnale di Cripto durante il differenziamento 
delle cellule staminali. Definizione dell'attivita temporale di Cripto. 
Percentuale di Corpi Embrioidi (Embryoid Bodies, EB) Cripto 7 " 
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contenenti aree contrattili dopo aggiunta della proteina Cripto 
ricombinante. 10 jxg/ml di proteina Cripto solubile sono stati aggiunti agli 
EB ad interval!'! di 24 ore dal tempo 0 del saggio di differenziamento in 
vitro (schema in Figura 1). II numero di EB contenenti aree contrattili e 
stato indagato tra i giorni 8 e 12 del differenziamento in vitro. 
Figura 3. Cripto promuove il differenziamento cardiaco ed inibisce il 
differenziamento neurale delle cellule ES. 

(A) Differenziamento cardiaco e neuronale di EBs Cripto"'" come 
indicato da esperimenti di immunofluorescenza. EB Cripto" 7 " di 2 
giorni sono stati trattati (a,c) e non (b,d) con 10 p.g/ml di proteina 
Cripto solubile per 24 ore. Al giorno 1 2 del differenziamento e stata 
analizzata I'espressione della miosina sarcomerica e della proteina 
£-tubulina isotipo III, mediante I'uso di anticorpi anti MF-20 (rosso: 
a,b) e anti-/?-tubulina isotipo III (verde: c,d), rispettivamente. 

(B) Percentuale di EB Cripto" 7 ' positivi anthff-tubulina isotipo III o MF-20. 
Dieci ug/ml di proteina Cripto solubile sono stati aggiunti agli EB 
Cripto-/- ad intervalli di 24 ore dal tempo 0 del saggio di 
differenziamento in vitro (si veda schema in Figura 1). Al giorno 12 
del differenziamento I'espressione di yS-tubulina isotipo III e/o 
miosina sarcomerica e stata analizzata mediante 
immunofluorescenza utilizzando gli anticorpi anti £-tubulina isotipo 
III e anti MF-20, rispettivamente. 

« 

Material! e Metodi 
Plasmidi 

Cripto-His qui rinominato "Cripto secreto" e stato gia descritto 
(Minchiotti et al., 2001). II cDNA Cripto-His (sequenza dal nt -5 al nt 
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+468 del cDNA cripto) era clonato nel vettore di espressione pCDNA3 
(Invitrogen) II cDNA § stato gte descritto (Minchiotti et al M 2001 ). 
Colture cellulari e differenziamento ES 

Sono state utilizzate le linee cellulari ES Rl (cellule staminali embrionali 
di topo wild-type, (Nagy et al. v 1993) e Cripto" A , DE7 e DE14. Cripto^ 
DE7 e DE14 derivano da trasfezione di due cloni indipendenti ES 
Cripto +/ " (Xu et ah, 1999). Cellule ES wt e Cripto"'" sono state mantenute 
alio stato indifferenziato in coltura con uno strata di fibroblast! 
embrionali di topo, trattati con mitomicina C (MEF), secondo procedure 
standard. II terreno usato era terreno di Dulbecco modificato da Eagle 
ad alto contenuto di glucosio (Celbio) contenente 15% siero fetale 
bovino (Hyclone), 0.1 mM p-mercaptoetanolo (Sigma), 1 mM sodio 
piruvato (GIBCO), 1X amminoacidi non essenziali (GIBCO), 2 mM 
gfutammina (GIBCO), 100U/ml penicillina/streptomicina (GIBCO) e 10 3 
U/ml fattore di inibizione della leucemia (LIF) (Chemicon). Per il 
differenziamento in vitro in cardiomiociti, le cellule ES erano coltivate in 
corpi embrioidi (EB), essenzialmente come descritto (Maltsev et al. v 
1993; Wobus et al., 1991). In breve, 400 cellule in 20 pi di terreno di 
coltura senza LIF (Leukemia Inhibitor Factor, utilizzato per mantenere le 
cellule ES in uno stato indifferenziato) erano poste sui coperchi delle 
piastre di coltura riempiti con PBS e coltivati in gocce sospese per 2 
giorni. Dopo altri 3 giorni di coltura in piastre di Petri per batteriologia 
(Figura 1) in terreno di coltura senza LIF, gli EB di 5 giorni erano 
piastrati separatamente su piastre a 48 pozzetti ricoperte di gelatina per 
un'analisi morfologica. La contrazione ritmica degli EB, che indica il 
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differenziamento in muscolo cardiaco, e stata monitorata usando un 
miscroscopio a contrasto di fase (Leica). 
Trasfezione delte cellule e purificazione della proteina 
La proteina Cripto ricombinante secreta gia denominata Cripto-His era 
ottenuta e purificata come gia descritto (Minchiotti et al., 2001). In 
breve, la proteina era purificata da terreno condizionato di un clone di 
cellule 293 stabilmente trasfettato (ottenuto con il vettore pCDNA3 
cripto-His (Minchiotti et al., 2001),usando il sistema di purificazione di 
proteine Qiaexpress (Quiagen). La proteina purificata era dializzata 
contro 50mM tampone sodio fosfato, pH 8. 
Immunofluorescenza su EB 

Gli EB sono stati cresciuti in adesione. Al giorno 12 del differenziamento 
sono stati fissati per 30 min. a temperatura ambiente in una soluzione di 
paraformaldeide al 4% per il trattamento con I'anticorpo 0-tubulina 
isotipo III, Sigma), o in ghiaccio in una soluzione di metanolo:acetone in 
un rapporto di 7:3 per il trattamento con I'anticorpo anti-miosina 
sarcomerica MF-20 ottenuto da Developmental Studies Hybridoma 
Bank, the University of Iowa, Department of Biological Sciences, Iowa 
City. Dopo avere effettuato 3 lavaggi con buffer fosfato (PBS, GIBCO 
cat. no. 20012-019), gli EB sono stati trattati con 0.1% Triton X-100 
(Sigma), 10% siero pre-immune di capra (DAKO, code no. X0907) in 
PBS e successivamente incubati con i rispettivi anticorpi primari in una 
soluzione al 10% di siero pre-immune di capra in PBS, per 2 ore a 
temperatura ambiente, Le diluizioni di anticorpo primario utilizzate sono 
state le seguenti: anti-0 tubulina isotipo III (1:400), MF-20 (1:50). 
Successivamente gli EB sono stati lavati con PBS e incubati a 
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temperatura ambiente per 30 min. in una soluzione di siero pre-immune 
di capra al 10% in PBS, in presenza dei seguenti anticorpi secondari: 
anti-anticorpo di topo prodotto in capra e coniugato con rodamina 
(Jackson Laboratories, anticorpo primario MF-20) e anti anticorpo di 
topo prodotto in capra e coniugato con fluoresceina (Jackson 
Laboratories, anticorpo primario anti-)? tubulina isotipo III). In seguito gli 
EB sono stati lavati estensivamente in PBS e quindi contro-colorati con 
DAPI (4\6-Diamidino~2-fenil-indol di-idrocloruro, idrato, SIGMA) per 
visualizzare i nuclei. Infine gli EB sono stati montati utilizzando il mezzo 
Vecta Shield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) per Tanalisi al 
microscopio con una luce epifluorescente. Le immagini sono state 
acquisite mediante Tuso della telecamera Axiocam ARC (Zeiss). 
Risultati 

Una proteina Cripto ricombinante solubile, in cui il C-terminale 
idrofobico e sostituito con un epitopo 6xHis, e stata usata (Cripto-His; 
(Minchiotti et al., 2001) alio scopo di ricostituire il segnale di Cripto per 
aggiunta della proteina stessa direttamente alle cellule ES Cripto" A 
secondo lo schema indicato in Figura 1. L'aggiunta di Cripto durante 
Tintervallo dei giorni 0-2 restaura efficacemente la capacita di 
differenziamento delle cellule ES Cripto" / "in cardiomiociti. L'aggiunta a 
tempi seguenti provoca una riduzione drammatica del differenziamento 
dei cardiomiociti (Figura 2). Risultati comparabili sono stati ottenuti con 
due cloni ES Cripto v " (DE7 e DE14(Xu et al., 1998), escludendo 
pertanto qualsiasi differenza di fenotipo dovuta a variazione clonale 
(Figura 2). Questi dati indicano che lo stimolo in trans con la proteina 
Cripto solubile era pienamente efficiente per la promozione 
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dell'induzione e del differenziamento dei cardiomiociti e, in maniera piCi 

rilevante, definisce esattamente quando 1'attivita di Cripto & richiesta per 

promuovere la determinazione verso la linea cardiaca. 

Le cellule ES Cripto-/- differenziano in neuroni in assenza di stimoli 

induttivi 

Quando piastrati su un substrata adesivo, gli EB Cripto-/- mostrano la 
presenza di una fitta rete cellulare con una morfologia simile a quella 
dei neuroni. Tale caratteristica morfologica non si osserva mai in EB 
wild type o in EB Cripto-/- in cui il segnale di Cripto e stato ripristinato 
mediante aggiunta della proteina ricombinante, o mediante trasfezione 
con un vettore di espressione per Cripto. Alio scopo di confermare che 
tali cellule siano effettivamente neuroni, sono stati effettuati esperimenti 
di immunofluorescenza su EB Cripto-/- trattati e non con la proteina 
Cripto ricombinante secreta, utilizzando anticorpi che riconoscono una 
forma neuro-specifica della proteina (5111-tubulina. Tale anticorpo 
identifica gruppi di cellule positive in EB derivati da cellule ES Cripto^ 
non trattati con la proteina Cripto, dimostrando cosl che si tratta 
effettivamente di neuroni. II 70% degli EB Cripto-/- analizzati mostra 
cellule positive airanticorpo anti-p-tubulina isotipo III, indicando quindi la 
presenza di neuroni in una elevata percentuale. Cellule positive 
airanticorpo anti-p-tubulina isotipo 111 sono totalmente assenti in EB 
Cripto"'" trattati con la proteina Cripto che, al contrario, mostrano ampie 
aree di cellule positive airanticorpo MF20 che riconosce la miosina 
sarcomerica ed e utilizzato per evidenziare i cardiomiociti. Questi dati 
indicano, pertanto, che Tassenza di Cripto nelle cellule staminali 
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embrionali determina il differenziamento spontaneo dei neuroni, in 
assenza di stimoli induttivL 

Alio scopo di modulare il segnale di Cripto, la proteina e stata aggiunta 
a tempi diversi durante il differenziamento degli EB derivati dalle cellule 
ES Cripto-/-. L'aggiunta di Cripto neirintervallo 0-2 giomi del 
differenziamento promuove nuovamente il differenziamento cardiaco e, 
alio stesso tempo, causa una drammatica riduzione del numero di EB 
che mostrano neuroni, indicando pertanto che il ripristino del segnale di 
Cripto inibisce la capacita degli EB di differenziare spontaneamente in 
neuroni. Al contrario, l'aggiunta di Cripto in una finestra temporale 
diversa (3-6 giorni), non e capace di recuperare il fenotipo cardiaco 
delle cellule ES Cripto-/- e, alio stesso tempo, non altera la capacita 
delle stesse cellule di differenziare spontaneamente in neuroni, come 
indicato dalla percentuale elevata d! EB che mostrano la presenza di 
neuroni, e dall'assenza di cardiomiociti. 

Questi risultati indicano che il segnale di Cripto, in una finestra 
temporale ristretta e molto precoce (0-2 giorni) del differenziamento, 
inibisce il differenziamento neurale delle cellule staminali embrionali, e 
ne promuove il differenziamento cardiaco. 
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1. Metodo per indurre cellule staminali a differenziare in cellule 
neuronal'! che comprende I'esposizione di dette cellule per un tempo e 
in quantita efficaci ad un inibitore della proteina Cripto o 
alternativamente I'ingegnerizzazione di dette cellule in maniera tale che 
non esprimano una proteina Cripto endogena funzionale. 

2. Metodo secondo la rivendicazione 1 in cui I'esposizione ad un 
inibitore della proteina Cripto awiene nelle fasi precoci del 
differenziamento delle cellule staminali. 

3. Metodo secondo la rivendicazione 1 in cui Pinibitore della proteina e 
un anticorpo anti-Cripto o suoi frammenti funzionali. 

4. Uso della proteina cripto o di suoi inibitori per la preparazione di una 
composizione in grado di modulare it differenziamento di cellule 
staminali verso la linea neuronale. 



p.p. Gabriella Minchiotti, Silvia Parisi, Maria Persico 
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